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像は画像解析ソフト Volocity で 3D 構築し、新生血管体積を測定した。移植膵





































































り、移植後 10～14 日程度で完成することが報告されている(17, 25-27)。従来の
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血管新生観察モデルは、移植膵島に対する血管新生評価を可能にした点で意義
深いが、移植した部位の組織から切片を作製して観察するため、同一動物での
経時的な評価は困難であった。また、Menger らは、ハムスターの背部に Dorsal 







植した同一膵島への血管新生を経時的に観察可能な anterior chamber モデルを































認を受け、米国の National Institutes of Health により発行された“Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals (1996 年改訂版) ”  に基づき施行し
た。経時的な膵島の観察を容易にするため、緑色蛍光蛋白質（ GFP :green 
fluorescent protein）遺伝子を導入した、生後 9～12 週、25～30g の雄性
C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) マウス (Slc、Japan) をドナーとして使用した。ま
た、レシピエントには生後 8～12 週、体重 25～28g の雄性 Balb/c nu/nu マウ
ス (Slc、Japan) を使用し、皮下移植モデルとして DSC モデルを採用した。 
 
Ⅱ レシピエントマウスへの DSC 装着 
 生後 8～12 週、体重 25～28g の雄性 Balb/c nu/nu マウス (Slc、Japan)の腹
腔内 に 2,2,2-Tribromethanol 溶液を投与して麻酔を行った(250mg/kg)。
2,2,2-Tribromethanol溶液は2,2,2-Tribromethanol(Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Germany)2gを2-methyl-2-butanol(Wako, Osaka, Japan)2mlで溶解して stock 
solution を作製し、その stock solution のうち 1ml を 39ml のリン酸緩衝生理食








ングで固定した。最後に、3-0 絹糸でチャンバーフレームと皮膚を 4 か所固定し
た（図１B-c）。チャンバーはポリアセタールレジン樹脂製 (grade M90-44, 
Polyplastics Co.,Ltd., Tokyo, Japan)で、従来使用されてきた金属製チャンバー
よりも約 40%軽量化されているため、マウスに対する長期装着のストレスは軽
減されると考えられる(34)（図１C）。本研究においては、チャンバー装着上の





麻酔はイソフルレン (Abbott Japan Co. , Ltd. , Tokyo, Japan) の吸入麻酔で
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行った。1g/L の濃度で collagenase (Sigma type V; Sigma Chemicals, St. Louis, 
MO, USA) を溶解した cold Hanks’ Balanced Salt Solutions (HBSS) を顕微
鏡下に総胆管より注入し、膵臓を拡張させた後、膵臓摘出を行った。10 mL の 
HBSS を加えた後、37℃ 下で 16 分間温浴させることにより膵臓を消化した。
引き続き Histopaque-1119 （Sigma Diagnostics、U.S.A)と LymphoprepTM 
（Nycomed Pharma AS, Norway) を用いた濃度勾配遠心を行い、膵島が存在す
る層の溶液を回収した。その後、マウス 1 匹から分離した約 200～300IEQs(islet 
equivalents)の膵島を、5.5 mmol/L グルコース及び 10% 胎児ウシ血清を添加
した RPMI-1640 5ml とともに 50mm ペトリディッシュ（Sterilin, Cambridge, 
UK)に入れ、37°C、5% CO2 下で 3 時間培養した(35)。 
 
Ⅳ DSC への移植 
DSC 装着済のレシピエントマウスをアクリル樹脂製の筒に入れ、その筒をア
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Ⅳ 実験群 
 膵島を移植したレシピエントマウスを、コントロール群（n=9：6 匹のマウス
に移植した 9 つの膵島）とタクロリムス (Astellas, Deerfield, IL, USA)投与群
（0.5mg/kg/日）（n=7：4 匹のマウスに移植した 7 つの膵島、7 つの膵島のう
ち 2つはチャンバートラブルのため、移植後 11 日目までしか観察できなかった）
の 2 群に分けて比較検証した(36)。タクロリムスはマウス背部の皮下に埋め込ん





結保存した。血中タクロリムス濃度はDimension TACRO (Siemens Healthcare 
Diagnostics, Inc., Newark, DE, USA) を使用して測定した。 
 
Ⅵ マウス膵島グラフトに対する新生血管の観察および測定 
血管造影のために、移植後 1、4、7、11、14、18、21 日目に Texas Red® (10 
mg/mL; Invitrogen, Leek, Netherlands) 0.1mLを尾静脈から経静脈的に投与し
た。イソフルレンで麻酔をかけ、アクリル樹脂製の筒にマウスを入れてプレー
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トに固定し、水浸レンズ (OLYMPUS XLPLN25XWMP NA1.05) を備えつけた
二光子顕微鏡 (FluoView FV1000MPE; OLYMPUS) で観察した（図１D）。最
小限のレーザー出力とスキャン時間で観察を行った。本研究を通して、移植膵
島および周囲の血管に対する観察によるダメージは確認されなかった。GFP と
Texas Red は、890nm の波長のレーザーで励起した。二光子顕微鏡で取得した
画像を画像解析ソフト Volocity (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) を用いて
3 次元構築し、各々の体積を測定した(29, 30)。新生血管体積は移植後 1 日目の
体積を 0 ㎛ 3として、移植後 x 日目の血管体積は、（移植後 x 日目の血管体積－
移植後 1 日目の血管体積）で表した。また、各観察ポイントにおける新生血管
体積増加率は、（移植後 x 日目の血管体積－移植後 1 日目の血管体積）÷（移植







る凍結切片からの膵島切り抜き (LMD 処理) を行う直前に凍結切片を 30 秒間
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Ⅷ ハイスループット定量 polymelase chain reaction (PCR) 法 




ゲノム DNA を除去した。ゲノム DNA 除去後，逆転写酵素、プライマー、緩衝
液を氷上で加え、混合した。42℃で 30 min（逆転写反応）、95℃で 3 min（逆
転写酵素の失活）、サーマルサイクラーにて反応を行った。作製した cDNA は
-30℃で保存した。遺伝子発現は BioMark 48.48 dynamic gene expression 
system (Fluidigm, South San Francisco, CA, USA) を使用して解析した。前増
幅した cDNA は TE バッファー（1:5）で希釈し、定量 PCR に使用した。膵島
移植における炎症や糖代謝、細胞周期、血管新生などに関係すると考えられる
48 種類の遺伝子を選択し、BioMark Real-Time PCR Analysis Software 
Version 2.0 (Fluidigm) を使用して解析した。ハウスキーピング遺伝子として、
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Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin)(Actb) を使用し、比較 CT 法を用いて解析し
た。比較 CT 法とは基準となるサンプルと比較して，未知サンプルが何サイクル
早く，あるいは何サイクル遅く閾値 (CT 値) に達するかに注目して相対定量す
る方法である(37)。計算過程を下記に示す。比較 Ct 法では，1 サイクルの検出
の違いが 2 倍量の差になる。つまり，(式 1) で増幅効率を 1 と仮定すると、PCR 
の 1 サイクルで反応生成物量は 2 倍になる。(式 2) と (式 3) により ∆CtA と
∆CtB を算出し、(式 4) から ∆∆Ct を算出する。さらに (式 5) により相対定量
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Ⅸ 統計学的処理 
全ての測定値は、平均値±標準誤差で表示した。コントロール群とタクロリム
ス投与群の 2 群間の新生血管増加率の比較には Unpaired Student’s t-test、2
群間の新生血管体積の経時的変化の比較は Two-way Factorial ANOVA を行っ
た。また、移植前膵島群とコントロール群、タクロリムス投与群の 3 群におけ
る遺伝子発現の比較は One-way Factorial ANOVA および多重比較検定





















移植後 1 日目に対する新生血管体積の増加率は、14 日目においてコントロー




48 種類の遺伝子について解析を試み、35 種類の遺伝子で PCR が成功した（表
1）。その 35 種類の遺伝子の中で特に、炎症や糖代謝、細胞周期、血管新生に関
係する代表的な 12 種類の遺伝子の発現について解析した（表 2）。移植前膵島に
比べて、vascular endothelial growth factor A (Vegfa) (p<0.01)、tissue factor 
(F3) (p<0.01)、G1/S-specific cyclin-D1 (Ccnd1) (p<0.01)、Cell division protein 





























































 リアルタイム PCR 解析において、コントロール群の膵島では Vegfa や F3、
Ccnd1、 Cdk4 が移植前膵島に比べて有意に抑制されていた。さらに予想外な
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因子であり、細胞外マトリックスの分解を介して血管新生促進や改善を引き起
こす Mmp14 は上昇しておらず(54, 55)、ドナー膵島が出す basic fibroblast 
growth factor (bFGF) や hepatocyte growth factor(HGF)などの他の重要な血
管誘導因子についても今後包括的に検証していく必要があると思われる (56, 
57)。 
ラパマイシンは FKBP12(FK506-binding protein 12)受容体と結合し、







モントンプロトコールと近い 6.0 ± 1.5 ng/mL になることを報告した(36)。した
がって、本研究においては、0.5mg/kg/日をタクロリムス投与群の用量として設
定したが、実際持続投与中の血中濃度は 7.9 ± 0.4 ng/mL であり、トラフ値では
ないことを考慮すると、目的とした臨床濃度に近い条件をほぼ達成できたもの
と考えられる。本研究において、臨床に近い用量のタクロリムス投与で移植膵
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チャンバーフレーム。a.観察窓、b.ネジ穴、c.糸で固定する穴。(C) Dorsal skinfold 









は、平均値 ± 標準誤差で示した（n=9：6 匹のマウスに移植した 9 つの膵島）。 
 





は赤で示した。上段：コントロール群、下段：タクロリムス投与群。GFP と Texas 
Red は 890nm のレーザーで励起。スケール: 1unit=51.0 µm/unit。 
 




図 4：コントロール群（●、n=9：6 匹のマウスに移植した 9 つの膵島）および
タクロリムス投与群（○、n=7：4 匹のマウスに移植した 7 つの膵島、7 つの膵








図 5：コントロール群（黒、n=9：6 匹のマウスに移植した 9 つの膵島）および
タクロリムス投与群（白、n=7：4 匹のマウスに移植した 7 つの膵島、7 つの膵
島のうち 2 つはチャンバートラブルのため、移植後 11 日目までしか観察できな
かった）の移植膵島において、移植後 1 日目に対する各時点での新生血管体積
の増加率。全ての値は平均値 ± 標準誤差で示した。* P < 0.05。 
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投与群（白、n=6）の膵島における Hif1a (A)、Vegfa (B)、Mmp14 (C)、Mbip (D)、
Mif (E)、F3 (F)、Ccnd1 (G)、 Cdk4 (H)、 Aldoa (I)、 Eno1 (J)、Cs (K)、お
よび Pdha1 (L)の mRNA 相対比。*移植前膵島に対して P < 0.05、#コントロー
ル群に対して P < 0.05、 **移植前膵島に対して P < 0.01。 
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表 1：移植膵島における発現を確認した 35 種類の遺伝子。 





表 2：本研究で解析した血管新生や炎症、細胞周期、糖代謝に関する 15 種類の
遺伝子。 
 
 
